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Sazˇetak
Diobeno vreteno je stanicˇna struktura koja se formira za vrijeme stanicˇne diobe
kako bi se genetski materijal jednoliko podijelio medu stanicama kc´eri. Sile igraju
kljucˇnu ulogu u funkcioniranju vretena, sudjelujuc´i u pomicanju njegovih dijelova i
odrzˇavanju oblika. Unatocˇ tome, te sile nije lako odrediti koriˇstenjem dosadasˇnjih
eksperimentalnih metoda pa se stoga o njima jako malo zna. Kako bismo rijesˇili ovaj
problem, proucˇavamo oblik vretena i izvlacˇimo zakljucˇke o silama na temelju pozna-
vanja elasticˇnih svojstava mikrotubula. Promatranjem diobenih vretena ljudskih sta-
nica STED superrezolucijskom mikroskopijom, vidjeli smo da svezˇnjevi mikrotubula
nalikuju oblicima slova C i S. Uz pomoc´ konfokalne mikroskopije, snimana su vretena
orijentirana priblizˇno okomito na ravninu snimanja te je otkriveno da posjeduju ki-
ralnost. Pokazano je da je kiralnost lijeva sa srednjim helicitetom svezˇnjeva od oko -1
stupanj/µm. Kako bi se perturbirao iznos heliciteta, mijenjana je aktivnost motornog
proteina kinezina 5. Razvijen je i teorijski model u kojemu je svezˇanj mikrotubula
opisan kao tanki elasticˇni sˇtap. Kako bi se objasnila eksperimentalna opazˇanja, mo-
del predvida postojanje momenata sila uz same sile. Zakljucˇujemo kako uz sile, oblik
diobenog vretena odreduju i momenti sila generirani od strane motornih proteina.
Kljucˇne rijecˇi: Diobeno vreteno, svezˇnjevi mikrotubula, kiralnost, helicitet, sile, mo-
menti sila, motorni proteini, kinezin 5, savijanje, uvijanje, STED, konfokalna mikro-
skopija, vertikalna vretena, prac´enje, FCPT, STLC
Mitotic spindle model determined by torques
and forces
Abstract
The mitotic spindle is a micromachine formed during cell division to ensure even
distribution of genetic material amongst daughter cells. Forces in the spindle play a
key role in its functioning, by driving movement of its constituents and maintaining
its shape. However, these forces are not easily accessible by current experimental
techniques and, therefore, remain to a large extent unknown. To tackle this problem,
we study spindle shape and infer forces from elastic properties of microtubules. We
used STED super-resolution microscopy to image human cell spindles and found that
microtubule bundles resemble C and S letter shapes. By using confocal imaging of
spindles oriented roughly perpendicular to the imaging plane, we show that they po-
ssess chirality. We found that chirality is left-handed with an average bundle helicity
around -1 deg/µm. To perturb the twisting moment in our spindles, we altered the
activity of motor protein kinesin-5 (Eg5/Kif11). A theoretical model is developed
with a microtubule bundle described as an elastic slender rod, which suggests that a
torque is required to generate the observed helical shapes. We conclude that torques
generated by motor proteins, in addition to forces, exist in the spindle and determine
its shape.
Keywords: Mitotic spindle, microtubule bundles, chirality, helicity, forces, torques,
motor proteins, kinesin 5, bending, twisting, STED, confocal microscopy, vertical
spindles, tracking, FCPT, STLC
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1 Uvod
1.1 Organizacija diobenog vretena
U nastojanju za razumijevanjem mehanizama i struktura koji su kljucˇni za nastanak i
odrzˇavanje ljudskog zˇivota, prije ili kasnije doc´i c´emo do diobenog vretena. Diobeno
vreteno je stanicˇna struktura koja se formira za vrijeme stanicˇne diobe - procesa
pri kojem se stanica dijeli iz roditeljske u stanice kc´eri (Slika 1.1). Uloga diobenog
Slika 1.1: Shematski prikaz faza stanicˇne diobe. Zelenom i ruzˇicˇastom bojom
prikazani su kromosomi a isprekidanim plavim crtama svezˇnjevi mikrotubula.
vretena jednolika je raspodjela genetskog materijala izmedu stanica kc´eri. Stanicˇna
dioba sastoji se od viˇse faza. Ovdje je proucˇavano diobeno vreteno u metafazi koju
karakterizira poravnanje genetskog materijala u jednu ravninu u sredini vretena (me-
tafazna ravnina).
Strukturu diobenog vretena tvore mikrotubuli - sˇuplje cjevcˇice unutarnjeg promjera
17 nm i vanjskog promjera 22 nm koje se sastoje od α i β tubulinskih podjedinica.
Ovisno o tipu podjedinice, razlikujemo plus i minus kraj mikrotubula. Plus kraj je
dinamicˇniji (brzˇi rast i skrac´ivanje) i karakteriziran je β podjedinicama (Slika 1.2a).
Ako mikrotubuli rastu iz suprotnih polova i povezuju se, tvore antiparalelne svezˇnjeve.
Ako pak interagiraju svezˇnjevi koji izlaze iz istog pola, nastale strukture nazivaju se
paralelnim svezˇnjevima (Slika 1.2b). Kinetohorni svezˇnjevi (k-svezˇnjevi) svezˇnjevi
su paralelnih mikrotubula koji se vezˇu na kinetohoru - proteinski kompleks na kro-
mosomu.
Vazˇno je naglasiti kako su mikrotubuli na koje ne djeluju nikakve sile ravni pri sobnoj
temperaturi [3] s duljinom ustrajnosti1 od otprilike 1 mm (Slika 1.2c).
1Duljina ustrajnosti je duljina pri kojoj se objekt ucˇvrsˇc´en na jednom kraju pocˇinje znacˇajno savi-
jati.
1
a b
c
Slika 1.2: Svojstva mikrotubula i pozicioniranje unutar diobenog vretena. a)
Oblik i dimenzije mikrotubula. Preuzeto iz [2]. b) Shema metafaznog diobenog vre-
tena. Zelenom bojom oznacˇeni su svezˇnjevi mikrotubula koji rastu iz polova vretena
oznacˇenih sivim kuglama. Kromosomi su izduljene sive tvorbe u sredini i zakacˇeni
su na kinetohore-proteinske komplekse oznacˇene ljubicˇastim kuglicama. Sa strane
su slike uvec´anih komadic´a paralelnih i antiparalelnih svezˇnjeva na kojima su plavim
kuglicama oznacˇena mjesta nukleacije. Preuzeto iz [1]. c) Odgovor mikrotubula na
vanjsku silu. Mikrotubul raste ravno dok ne naide na vanjsku prepreku te se pocˇinje
savijati. Preuzeto iz [3].
Ta duljina puno je vec´a od dimenzija diobenog vretena (otprilike 10 µm) pa buduc´i
vidimo da mikrotubuli nisu ravni u diobenom vretenu, na njih moraju djelovati sile.
Uz odredivanje oblika diobenog vretena, mikrotubuli sluzˇe i kao tracˇnice za mo-
torne proteine - molekularne motore koji se mogu pomicati po povrsˇinama uz po-
trosˇnju energije te tako obavljati zadatke poput prenosˇenja tereta unutar stanice [4].
Motorni proteini koji se pomicˇu po mikrotubulima su kinezini i dineini. Interakcija
motornih proteina s mikrotubulima jedan je od nacˇina generiranja sila na mikrotu-
bule. Motorni proteini mogu interagirati s mikrotubulima na viˇse nacˇina. U prvom
slucˇaju, motori koriste mikrotubule kao tracˇnice za prijenos tereta (Slika 1.3a). U
drugom slucˇaju motori su usidreni i koriste mikrotubule kao uzˇad za povlacˇenje ve-
likog tereta (npr. stanicˇne jezgre) (Slika 1.3b). U posljednjem scenariju, motori
stvaraju sile koje uzrokuju smicanje mikrotubula (Slika 1.3c).
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Slika 1.3: Scenariji interakcija motornih proteina s mikrotubulima. Gornji
red pokazuje shemu biolosˇkih struktura u kojima je odredena vrsta interakcije naj-
izrazˇenija. Dva srednja reda prikazuju dvije tocˇke u vremenu pri odvijanju odredene
vrste interakcije. Posljednji red shematski ilustrira odgovarajuc´e interakcije. Mikro-
tubuli su oznacˇeni zelenom, teret sivom, a motori ljubicˇastom bojom. U scenariju b)
nacrtana su i sidra povezana s motorima kako bi se prikazalo da u tom slucˇaju motori
ne micˇu. Preuzeto iz [5].
Ljudsko metafazno diobeno vreteno ima slicˇan oblik bez obzira na vrstu stanica sˇto
ukazuje na neovisnost mehanizma rada o stanicˇnoj vrsti. Oblik vretena odreden je
raspodjelom mikrotubula, a raspodjela mikrotubula povezana je sa silama koje dje-
luju unutar vretena. Stoga, shvac´anjem mehanicˇkih cˇimbenika koji uvjetuju oblik
mikrotubula, otkrivamo kako funkcionira diobeno vreteno.
Teorijski modeli koji opisuju oblik vretena pravljeni su i ranije. Tako npr. Rubinstein
et al. [6] uvode model u kojem uzimanjem u obzir sila na polovima, smicanje mikro-
tubula u podrucˇju njihova preklopa te elasticˇnost mikrotubula predvidaju zakrivljeni
oblik svezˇnjeva mikrotubula kakav vidamo u udzˇbenicima (Slika 1.4a).
Promatranjem oblika diobenog vretena, primijec´eno je kako su i kinetohorni svezˇnjevi
takoder zakrivljeni sˇto bi ukazivalo na postojanje kompresivne sile. Unatocˇ tome, la-
serskom ablacijom (rezanjem mikrotubula koriˇstenjem lasera) pokazano je postoja-
nje tenzije na kinetohorama. Naime, nakon laserskog rezanja svezˇnja u neposrednoj
blizini jedne od kinetohora, uocˇeno je priblizˇavanje sestrinskih kinetohora [7], [8],
[9]. Rjesˇenje ovog paradoksa jest postojanje josˇ nekog elementa koji bi uravnotezˇio
tenziju na kinetohorama - mostnog svezˇnja (Slika 1.4b). Ovo rjesˇenje potvrdeno je
ablacijskim eksperimentima i novim teorijskim modelom koji uz sile na polovima te
elasticˇnost mikrotubula uzima u obzir i silu koja djeluje na kinetohori [9].
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Slika 1.4: Sile koje oblikuju diobeno vreteno. a) Lijevo: Sile (crne strelice) na po-
lovima (sive kugle) i smicanje mikrotubula u podrucˇju preklopa uzrokuju ispupcˇeni
oblik mikrotubula. Desno: HeLa stanica obiljezˇena tubulinom. b) Shema svezˇnja koji
je pod tenzijom kod kinetohora (ljubicˇaste kugle) i pod kompresijom na polovima
(sive kugle). Ove sile uravnotezˇene su kompresijom u mostnom svezˇnju. Ukupan re-
zultat je opet ispupcˇeni oblik. Desno: HeLa stanica s obiljezˇenim tubulinom (zeleno)
i kinetohorama (ljubicˇasto) te uvec´anim dijelom oko kinetohora (podrucˇje oznacˇeno
bijelim pravokutnikom). Preuzeto iz [1].
Zajednicˇko svim dosadasˇnjim razmatranjima je modeliranje potpuno ravninskih is-
pupcˇenih oblika. U ovom radu prikazat c´emo rezultate analize eksperimenata koji
pokazuju postojanje heliciteta svezˇnjeva mikrotubula uzrokovanog djelovanjem mo-
tornih proteina u diobenom vretenu. Takoder, bit c´e predstavljen teorijski model koji
uzimanjem u obzir elasticˇnih svojstava mikrotubula demonstrira kako je za nastaja-
nje oblika svezˇnjeva videnih u eksperimentu uz sile nuzˇno i postojanje momenata sila
na polovima, sˇto je novina u odnosu na dosadasˇnja razmatranja.
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1.2 Fluorescentna mikroskopija
Da bismo mogli nesˇto govoriti o oblicima vretena, potrebna nam je odgovarajuc´a eks-
perimentalna aparatura. U ovom slucˇaju, to su standardna konfokalna fluorescentna
mikroskopija i STED superrezolucijska mikroskopija.
1.2.1 Epifluorescentna mikroskopija
Kao uvod u razumijevanje principa rada konfokalne fluorescentne mikroskopije, prvo
c´emo se upoznati s principom radom obicˇnog epifluorescentnog mikroskopa.
Fluorescentni mikroskop je svjetlosni mikroskop koji umjesto standardne metode do-
bivanja slike osvjetljivanjem uzorka vanjskim izvorom svjetlosti koristi fluorescenciju
iz samog uzorka kao jedinu svjetlost koja dolazi na okular. Kako bismo razumjeli
princip rada fluorescentnog mikroskopa, promotrimo sliku 1.5.
Slika 1.5: Princip rada fluorescentnog mikroskopa. Lijevo: Shema rada flures-
centnog mikroskopa. Desno: Presjek fluorescentnog mikroskopa. Preuzeto iz [10],
[11].
Da bismo mogli promatrati fluorescenciju moramo uzorak nekako pobuditi. U tu
svrhu koristi se izvor pobudujuc´e svjetlosti oznacˇen svijetlec´om zˇaruljom. Iz izvora
svjetlost dolazi do najbitnijeg dijela, dikroicˇnog zrcala (”dichroic mirror”). Njegova
karakteristika je propusˇtanje odredenih valnih duljina svjetlosti i reflektiranje ostalih.
Nakon refleksije na dikroicˇnom zrcalu, pobudujuc´a svjetlost preko objektiva dolazi
do uzorka kojeg pobuduje na fluoresciranje. Fluorescirana svjetlost preko objektiva
dolazi opet na dikroicˇno zrcalo, no ono je konstruirano tako da propusˇta te valne
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duljine pa fluorescirana svjetlost dospijeva na okular i dobiva se slika. Ista shema
superponirana je na stvarni mikroskop radi zornijeg prikaza (Slika 1.5 desno).
Efekt kljucˇan za rad fluorescentnog mikroskopa je Stokesov pomak - pojava da svje-
tlost koju uzorak emitira ima vec´u valnu duljinu (manju energiju) od pobudujuc´e
svjetlosti. Ovo je vazˇno jer inacˇe ne bismo imali nacˇin razlikovanja fluorescirane od
pobudujuc´e svjetlosti.
Razlog Stokesovog pomaka je sˇto se za trajanja srednjeg ekscitacijskog vremena (reda
velicˇine 10−9 s) dio energije potrosˇi na vibracijske relaksacije (relaksacija na najnizˇu
vibracijsku energiju pobudenog stanja) koje se dogadaju na krac´oj vremenskoj skali
(reda velicˇine 10−12 s) . Dobiveni viˇsak energije pretvara se u toplinu koja se apsor-
bira u susjedne molekule.
Slika 1.6: Stokesov pomak. Preuzeto iz [12]
Ocˇito, ovisno o apsorpcijskom maksimumu tvari koju zˇelimo promatrati, koristit
c´emo izvor pobudujuc´e svjetlosti odgovarajuc´e frekvencije, tj. izvor s emisijskim
maksimumom na istoj frekvenciji.
Josˇ jedna vazˇna pojava vezana uz fluorescentnu mikroskopiju naziva se fotoizbjeljiva-
nje (”photobleaching”). Fotoizbjeljivanje podrazumijeva fotokemijsku promjenu koja
uniˇstava sposobnost fluoresciranja uzorka. Ova pojava jedna je od najvec´ih zapreka
pri koriˇstenju fluorescentne mikroskopije i ovisno o vrsti, mozˇe izblijediti uzorak u
rasponu od desetine sekunde do nekoliko minuta.
Zanimljivo je istaknuti kako je fotoizbjeljivanje nekad i korisno u procesu priprave
uzorka. Naime, uzorak koji promatramo mozˇe posjedovati urodenu sposobnost flu-
oresciranja (autofluorescenciju) koja pri mikroskopiranju mozˇe stvarati nezˇeljen sig-
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nal. Kako bismo sˇto viˇse umanjili taj doprinos fotoizbjeljujemo uzorak prije unosa
fluorofora (tvari koje fluoresciraju) koje stvarno zˇelimo promatrati.
Slika 1.7: Primjer fotoizbjeljivanja. Preuzeto iz [13]
1.2.2 Konfokalna fluorescentna mikroskopija
Konvencionalna mikroskopija koristi za uzorke tanko prerezane presjeke pa stoga ne
predstavlja dobru metodu za promatranje debljih uzoraka tkiva ili ”in vivo” proma-
tranja uzoraka.
Konfokalna mikroskopija, koju je 1955. osmislio i patentirao Marvin Minsky, rjesˇava
ovaj problem dodavanjem josˇ jednog kljucˇnog dijela mikroskopu - zaslona s rupicom
(”pinhole”)
Slika 1.8: Zaslon s rupicom
(pinhole). Preuzeto iz [14]
Slika 1.9: Uzorak tkiva debelog cri-
jeva promatran epifluorescentnim (lijevo)
i konfokalnim mikroskopom (desno). Pre-
uzeto iz [15]
Ako pogledamo postav na slici 1.8, vidimo da su lec´e i zaslon postavljeni na nacˇin da
kroz rupicu prolazi samo svjetlo koje dolazi iz fokusa prve lec´e (plava linija na slici).
Svjetlo koje dolazi iz bilo koje druge tocˇke unutar uzorka (crvena linija) nec´e doc´i do
detektora. Ovakav nacˇin rada omoguc´ava stvaranje virtualnih presjeka bez potrebe
za fizicˇkim rezanjem tkiva.
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Takoder, izbjegavanjem doprinosa tocˇki van fokusa dobivamo osˇtriju i cˇiˇsc´u sliku. Uz
poboljˇsanu kvalitetu slike, konfokalna mikroskopija omoguc´ava nam i stvaranje 3D
slika kombiniranjem viˇse virtualnih presjeka. Navedene prednosti konfokalne mikro-
skopije dovode do velike razlike u kvaliteti slike ”obicˇnog” u odnosu na konfokalni
mikroskop vidimo (Slika 1.9).
Ogranicˇenja konfokalne mikroskopije su fotoizbjeljivanje te ogranicˇeno prodiranje
svjetlosti u uzorak (prodiranje do otrpilike 200 µm u kozˇu). Jedan od nedostataka
je i visoka cijena u usporedbi s konvencionalnim mikroskopima. Na slici 1.10 vidi
se princip rada konfokalne laserske pretrazˇne mikroskopije (”confocal laser scanning
miscroscopy” = CLSM).
Slika 1.10: Princip rada konfokalne laserske pretrazˇne mikroskopije. Preuzeto iz
[16]
Kao izvor pobudujuc´e svjetlosti koristi se laser koji nakon refleksije na dikroicˇnom
zrcalu nailazi na josˇ dva zrcala koja se mogu kontrolirano okretati te tako precizno
pobudivati zˇeljeni dio uzorka. Nakon prolaska kroz dikroicˇno zrcalo, zbog koriˇstenja
zaslona s rupicom, samo svjetlost emitirana iz dijela uzorka u fokusu lec´e dolazi do
detektora. Svaki od djelic´a slike uzorka koji dospije u detektor obraduje racˇunalo te
tako stvara ukupnu sliku.
1.2.3 STED superrezolucijska mikroskopija
STED (”Stimulated emission depletion”) mikroskopija zasniva se na konfokalnoj mi-
kroskopiji uz dodatak drugog lasera koji omoguc´ava smanjenje regije fluoresciranja.
Mehanizam pocˇiva na pojavi stimulirane emisije. Slika 1.11 pokazuje dijagrame pri-
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jalaza koji se odvijaju u uzorku. Na uzorak prvo dolazi ekscitacijski laser koji ekscitira
sistem u pobudeno stanje (iz S0 u S1). Nakon brzih vibracijskih relaksacija dolazi do
fluoresciranja emisijom jednog fotona (lijevi panel u slici 1.11). Dovodenjem dru-
gog (deplecijskog) lasera na uzorak za vrijeme dok je sistem josˇ u pobudenom stanju
uzrokujemo stimuliranu emisiju, tj. sistem apsorbira deplecijski foton i relaksira se
emisijom dvaju fotona valnih duljina istih kao i kod ulaznog fotona (desni panel u
slici 1.11). Ovdje je bitno primijetiti da pogodnim odabirom frekvencije deplecij-
skog lasera i filtera (dikroicˇnog zrcala) mozˇemo iz signala koji dolazi na detektor
izbaciti fotone nastale relaksacijom zbog stimulirane emisije. Ako profil intenziteta
deplecijskog lasera napravimo u obliku diska s rupom u sredini, mozˇemo suziti regiju
fluoresciranja te tako povec´ati rezoluciju (Slika 1.12).
Nedostatak STED mikroskopije je brzo fotoizbjelijivanje zbog ovisnosti stimulirane
emisije o broju ulaznih fotona.
Slika 1.11: Shema fluorescencije i stimulirane emisije. Preuzeto iz [17]
Slika 1.12: Princip rada STED mikroskopije. Preuzeto iz [18]
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2 Prostorna organizacija svezˇnjeva mikrotubula u di-
obenom vretenu
2.1 Oblici svezˇnjeva mikrotubula u metafaznom vretenu
Kako bismo saznali kakve oblike mogu imati svezˇnjevi mikrotubula u diobenom vre-
tenu, proucˇavana su dva tipa uzoraka - HeLa i U2OS stanice obiljezˇene PRC1 pro-
teinom i tubulinom2. HeLa stanice su stanice raka grlic´a maternice, a U2OS sta-
nice kosˇtanog raka. Ranije spomenuti tubulin gradivna je jedinica mikrotubula, dok
se PRC1 protein nakuplja u podrucˇju u kojem postoje antiparalelni svezˇnjevi. Dva
su bitna razloga koriˇstenja stanica raka. Prvi je razlog sˇto se stanice raka brzˇe di-
jele, a drugi sˇto se mogu dijeliti beskonacˇno puta. Naime, normalne ljudske stanice
mogu se podijeliti ogranicˇen broj puta zbog skrac´ivanja kromosoma tijekom svake
diobe. Stanice raka pak posjeduju protein koji nakon svake diobe obnavlja skrac´eni
dio omoguc´ujuc´i tako beskonacˇnu diobu.
Promatranje diobenog vretena standardnom kofokalnom mikroskopijom zbog rezo-
lucijskog ogranicˇenja ne pruzˇa dovoljno preciznu informaciju o prostornoj organiza-
ciji svezˇnjeva mikrotubula. Ovo ogranicˇenje se pogotovo isticˇe u blizini polova zbog
gustoc´e signala mikrotubula u tom podrucˇju. Zbog toga je koriˇstena STED superre-
zolucijska mikroskopija koja rezoluciju dovodi do otprilike 50 nm. Snimanjem STED
presjeka HeLa i U2OS vretena omoguc´ena je detaljnija vizualizacija i prac´enje oblika
svezˇnjeva od pola do pola (Slika 2.1).
Tipicˇan oblik vanjskih svezˇnjeva podsjec´a na oblik slova C, dok priblizˇavanjem du-
goj osi vretena nailazimo i na svezˇnjeve oblika nalik slovu S. Stoga, nazivamo ove
svezˇnjeve C i S svezˇnjevima. Iako ove dvije vrste svezˇnjeva izgledaju razlicˇito u hori-
zontalnom vretenu, one mogu nastati i kao projekcije 3D oblika pa se otvara pitanje
dijele li ti oblici zajednicˇku prostornu organizaciju.
2Svu mikroskopiju obavili su Bruno Polak i Juraj Simunic´ iz Tolic´ grupe sa Instituta Ruder Bosˇkovic´.
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Slika 2.1: STED slike horizontalnih HeLa i U2OS vretena. Mikrotubuli su oznacˇeni
zelenom, a kinetohore ljubicˇastom bojom. Bijelim tocˇkama su isprac´eni uocˇeni ka-
rakteristicˇni oblici svezˇnjeva mikrotubula.
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2.2 Konfokalna mikroskopija vertikalnih diobenih vretena
y
x
z
Slika 2.2: Shema orijentacije vretena obzirom na ravninu snimanja. Ono sˇto
vidimo konfokalnom mikroskopijom odredeno je presjekom ravnine snimanja (plava
ravnina) s diobenim vretenom (elipsoid).
Iz STED slika horizontalnih vretena dobili smo dobru informaciju o pruzˇanju svezˇnjeva
u jednoj ravnini (xy ravnina mikroskopa). Unatocˇ tome, izostaje jednako precizna
informacija o trec´oj koordinati zbog rezolucijskog limita od otprilike 800 nm u z
smjeru. Ovaj problem rjesˇavamo koriˇstenjem standardne konfokalne mikroskopije,
ali ovaj put promatrajuc´i vretena polozˇena tako da je duga os okomita na ravninu
snimanja mikroskopa (vertikalna vretena) (Slika 2.2). Pronalaskom metafaznih vre-
tena ovakve orijentacije i njihovim snimanjem duzˇ duge osi dobivamo niz presjeka
u kojima se pojedini svezˇnjevi mikrotubula vide kao tocˇke (2.3a). Metafaza je iden-
tificirana pomoc´u karakteristicˇnog polozˇaja kinetohora u toj fazi (2.3a). Promatra-
njem projekcije presjeka oko procijenjenog polozˇaja metafazne ravnine uz pridavanje
drugacˇije boje svakoj ravnini ovisno o visini, mozˇe se uocˇiti rotacija svezˇnjeva (2.3b).
Koriˇstenjem Fiji softvera za prac´enje svezˇnjeva te R programskog jezika za analizu,
mozˇemo rekonstruirati 3D oblik (2.3c) i tlocrt (2.3d). Iz tlocrta se kao i kod bojane
projekcije opet mozˇe uocˇiti postojanje rotacije.
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Slika 2.3: Vizualizacija svezˇnjeva mikrotubula u vretenu pomoc´u konfokalne
mikroskopije. a) Presjek vertikalnog vretena zˇive HeLa stanice oznacˇene PRC1
proteinom. PRC1 signal oznacˇen je zelenom bojom. Signal kinetohora oznacˇen je
ljubicˇastom bojom. b) Projekcija 5 presjeka iznad i ispod procijenjenog polozˇaja me-
tafazne ravnine. Nisu ukljucˇeni svi presjeci jer je signal kod PRC1 obiljezˇenih vretena
najjacˇi u podrucˇju u kojem su antiparalelni svezˇnjevi, tj. oko metafazne ravnine.
Svaka ravnina oznacˇena je drugacˇijom bojom ovisno o udaljenosti tog presjeka od
podloge. U podnozˇju slike je legenda boje u ovisnosti o visini presjeka. Boje idu od
plave do crvene kako raste z koordinata (kako se udaljavamo od podloge). c) 3D pri-
kaz isprac´enih svezˇnjeva mikrotubula d) Tlocrt isprac´enih svezˇnjeva. Ishodiˇste je na
polozˇaju jednog od polova. Hvatiˇste strelice je u poljednjoj isprac´enoj tocˇki svezˇnja.
Smjer strelice dobiven je usrednjavanjem smjerova izmedu zadnje 4 isprac´ene tocˇke
svezˇnja.
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2.3 Rotacija referentne osi i izracˇun kutnih pomaka
Nakon sˇto smo ispratili svezˇnjeve vretena, zˇelimo kvantificirati rotaciju sustava. Kao
prirodan odabir referentne osi za izracˇun kutnih pomaka namec´e se os koja prolazi
kroz oba pola vretena.
Kao sˇto se vidi na slici 2.3c, u eksperimentu nemamo idealno vertikalna vretena, vec´
su ona uvijek blago nagnuta. Konkretno, vretena su bila nagnuta u intervalu [2.4,25]
stupnjeva (12.9 stupnjeva sredina) kod HeLa i [1.6,30] stupnjeva (8.6 stupnjeva
sredina) kod U2OS stanica. Kako bismo ispravno izvrsˇili izracˇun kutnih pomaka,
potrebno je uspraviti vreteno. Buduc´i znamo pocˇetnu (iz mikroskopije) i konacˇnu
(zˇelimo vertikalno vreteno) orijentaciju duge osi vretena, mozˇemo iskoristiti Rodri-
guesovu rotacijsku formulu kao elegantan nacˇin izracˇuna matrice rotacije
R = I + N · sin α + N2 · (1− cos α).
U navedenoj jednadzˇbi, I je 3x3 jedinicˇna matrica, α je kut izmedu novog i starog
smjera referentne osi, a N je matrica vektorskog produkta vektora n (n = v1× v2,v1
je smjer referentne osi prije, a v2 smjer referentne osi nakon rotacije). Napisano
jednadzˇbama,
α = arccos
( v1 · v2
|v1| · |v2|
)
, N =

0 −n3 n2
n3 0 −n1
−n2 n1 0
 ,
gdje su n1,2,3 komponente vektora n. Jednom kad imamo matricu rotacije, rotiramo
v1 oko osi n za kut α i dobivamo v2 = Rv1 (Slika 2.4). Analogno rotiramo sve druge
isprac´ene tocˇke.
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Slika 2.4: Shema parametara iz Rodriguesove formule. Plava ravnina oznacˇava
ravninu snimanja mikroskopa.
Sada racˇunajuc´i kuteve isprac´enih tocˇki φ = arctan
(
y−yaxis
x−xaxis
)
(x i y su koordinate is-
prac´enih tocˇki; xaxis i yaxis su odgovarajuc´e koordinate referentne osi) dobivamo pro-
mjenu kuta za svaki isprac´eni pomak svezˇnja3. Ovdje treba biti pazˇljiv jer je arctan
definiran na domeni [−pi
2
, pi
2
], a nama trebaju kutevi u intervalu [0, 2pi]. Zbog toga
ovisno o kvadrantu dodajemo odgovarajuc´u korekciju. Cˇak i uz ovu opasku, josˇ uvi-
jek treba pripaziti na granicu izmedu 0 i 2pi jer sada tamo imamo diskontinuitet.
Slika 2.5 pokazuje isto vreteno prije i nakon ispravljanja osi. Novi tlocrt josˇ zornije
pokazuje zakretanje svezˇnjeva u vretenu (2.5d). Na istom tlocrtu primjec´ujemo i do-
danu crvenu kruzˇnicu. Ako je prosjecˇna udaljenost svezˇnja od referentne osi manja
od radijusa te kruzˇnice, taj svezˇanj izbacujemo iz analize. Razlog za ovo je nepre-
ciznost pri procjeni polova iz slika konfokalnog mikroskopa. Naime, isti svezˇanj c´e
rotirati u drugom smjeru ovisno je li os iznad ili ispod njega u tlocrtu. Takoder,
buduc´i svezˇnjevi ustvari ne rotiraju oko centralne osi, vec´ samo imaju usmjereno
gibanje (moraju pocˇeti i zavrsˇiti u polovima vretena), postoje svezˇnjevi koji naglo
mijenjaju kvadrante u centralnom podrucˇju pa ih izbacujemo kako ne bismo imali
lazˇne ogromne rotacije.
3Sva analiza napravljena je pomoc´u R programskog jezika.
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Slika 2.5: Usporedba izgleda svezˇnjeva prije i nakon uspravljanja vretena. a),b)
3D rekonstrukcije isprac´enih svezˇnjeva prije i nakon uspravljanja vretena. c),d) Tlo-
crti isprac´enih svezˇnjeva prije i nakon uspravljanja vretena. Smjer strelica dobiven je
usrednjavanjem smjerova izmedu zadnje 4 isprac´ene tocˇke svezˇnja.
Buduc´i da svezˇnjevi mijenjaju zakrivljenost obzirom na visinu, nije svejedno koji
interval visina c´emo uzimati u obzir u analizi. Kako nas zanima dio svezˇnja koji
mozˇemo aproksimirati kruzˇnim lukom, pri analizi su promatrane tocˇke isprac´ene u
srediˇsnjih 40 posto visine vretena.
Nakon sˇto smo izracˇunali kutne pomake za isprac´ene svezˇnjeve, imamo sve potrebno
za izracˇun srednjeg heliciteta definiranog kao srednja promjena kuta svezˇnja s visi-
nom
(
∆φ
∆z
)
avg
. Naravno, potrebno je i odrediti pogresˇku ove metode. Najvec´i izvor
pogresˇke dolazi od krive procjene polozˇaja polova. Stoga, pri procjeni pogresˇke, oda-
brana je stanica s velikim brojem isprac´enih svezˇnjeva te je procijenjeno podrucˇje u
kojem bi se nalazili svi moguc´i polozˇaji polova. Za ovo podrucˇje uzeta je kruzˇnica
polumjera 0.8 µm centrirana u najboljoj trenutnoj procjeni polova. Polozˇaji polova
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su potom mijenjani unutar tih kruzˇnica te je ostvareno 156 razlicˇitih kombinacija.
Za svaku kombinaciju izracˇunata je srednja razlika heliciteta u odnosu na pocˇetni
slucˇaj. Za gresˇku zbog procjene polova uzeta je maksimalna srednja razlika u od-
nosu na pocˇetni slucˇaj koja iznosi 0.31 stupanj/µm. Buduc´i je ova gresˇka nezavisna
u odnosu na gresˇku zbog varijacije populacije, varijance se mogu zbrajati pa dobi-
jemo ukupnu standardnu pogresˇku srednje vrijednosti kao korijen zbroja kvadrata
pogresˇke zbog varijacije u populaciji i pogresˇke zbog moguc´e losˇe procjene polozˇaja
polova (SEukupno =
√
SE21 + SE
2
2).
2.4 Rezultati analize
Rezultati su dani u obliku grafa kumulativne promjene kuta (Slika 2.6 a),b) desno.)
za svaki svezˇanj te histograma srednjih heliciteta svezˇnjeva (Slika 2.6 a),b) lijevo.)
Histogrami u oba slucˇaja pokazuju kako je vec´ina podataka negativna sˇto se odrazˇava
i u tezˇinskim srednjim vrijednostima: −1±0.3 deg/µm za HeLa i −1±0.3 deg/µm za
U2OS stanice (tezˇinska srednja vrijednost ± SEukupno ), gdje je tezˇina racˇunata obzi-
rom na duljinu prac´enja pojedinog svezˇnja. Srednja krivulja kumulativne promjene
kuta za HeLa stanice pokazuje lijepo slaganje sa izracˇunatom srednjom vrijednosti,
dok je kod ekvivalentnog U2OS grafa ta krivulja nesˇto izlomljenija (Slika 2.6 a),b)
desno.). Unatocˇ tome srednje vrijednosti heliciteta populacije su jako slicˇne. Razlog
je sˇto je kod U2OS stanica obiljezˇen tubulin cˇiji je signal puno jacˇi u stanicama (mi-
krotubuli su gradeni od tubulina) pa ima i puno viˇse sˇuma. Posljedicˇno, postoji puno
viˇse svezˇnjeva koji se nisu mogli dugo pratiti pa stoga doprinose srednjoj krivulji
samo na njenom pocˇetku. Tezˇe prac´enje svezˇnjeva u tubulinom oznacˇenom vretenu
ocˇituje se i u broju isprac´enih svezˇnjeva. Tako za HeLa populaciju imamo oko 300
svezˇnjeva viˇse za samo 2 stanice razlike u odnosu na U2OS populaciju.
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Slika 2.6: Rezultati analize. a) HeLa, b) U2OS; Lijevo: Histogrami srednjih helici-
teta u stupnjevima po µm za sve isprac´ene svezˇnje. Negativne vrijednosti heliciteta
obojene su crveno, a pozitivne plavo. Desno: Kumulativni kutni pomaci obzirom na
prijedeni put za sve isprac´ene svezˇnjeve HeLa i U2OS stanica. Debela crvena linija
je krivulja dobivena usrednjavanjem vrijednosti apscise i ordinate za odredeni broj
susjednih tocˇaka u grafu. Broj tocˇki za usrednjavanje odreden je uvjetom da ukupan
broj usrednjenih tocˇki bude 12. Uz taj uvjet, kod HeLa usrednjavamo 643, a kod
U2OS vretena 336 isprac´enih tocˇki. Nc = broj stanica, Nb = broj svezˇnjeva.
Kako bismo uzeli u obzir da ne mozˇemo u svakoj stanici ispratiti jednak broj svezˇnjeva,
napravljen je histogramski prikaz u kojem su srednje vrijednosti stupaca racˇunate
na nacˇin da je prvo izracˇunata srednja vrijednost heliciteta svake stanice pa potom
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promatran udio svezˇnjeva po stupcima za svaku od tih stanica (Slika 2.7a). U histo-
gramu vidimo i jednu dodatnu krivulju koja se odnosi na grupu HeLa uzoraka koji
su fiksirani u metafazi (stanice nisu zˇive, vec´ su prisilno zadrzˇane u metafazi). Za
sve prikazane skupine napravljeni su t-testovi s ciljem provjere razlicˇitosti srednje
vrijednosti od nule i usporedbe svih grupa medusobno. Ekstremno male p vrijednosti
t-testova za usporedbu srednjih vrijednosti s nulom nam govore da je efekt statisticˇki
znacˇajan. Testovi kojima usporedujemo grupe kazˇu nam kako je srednji helicitet fik-
siranih HeLa stanica znacˇajno razlicˇit od ostalih grupa, dok isto ne mozˇemo rec´i za
dvije grupe sa zˇivim stanicama. Stoga, iako vidimo da efekt u fiksiranim stanicama i
dalje postoji te je istog predznaka, vrlo je vjerojatno da ga proces fiksacije pojacˇava.
Kako nam se ne bi dogodilo da zbog par stanica s puno isprac´enih svezˇnjeva u nacˇinu
usrednjavanja po svim svezˇnjevima dobijemo iskrivljeni rezultat, prikazani su i rezul-
tati dobiveni usrednjavanjem srednjih heliciteta zasebnih stanica (Slika 2.7b crveno).
U prve dvije skupine skupine vidimo da oba pristupa daju prakticˇki jednake srednje
vrijednosti i standardne pogresˇke, cˇime dokazujemo kako rezultat nije artefakt pre-
vage par izrazito kiralnih stanica s puno isprac´enih svezˇnjeva. Kod zˇivih U2OS sta-
nica, vidimo povec´anu standardnu pogresˇku u odnosu na prvi nacˇin izracˇuna sˇto uka-
zuje da stanice te skupine nisu vec´inski imale slicˇnu raspodjelu heliciteta svezˇnjeva
vec´ je ukupan rezultat posljedica usrednjavanja vec´eg broja stanica s poprilicˇnim raz-
likama u srednjem helicitetu.
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Slika 2.7: Usporedba rezultata. a) histogram rezultata za sve tri skupine: Nc = broj
stanica, Nb = broj svezˇnjeva, p=p vrijednost t-testa uz nul-hipotezu da je srednja
vrijednost 0, zadnji brojevi su rezultat u zapisu tezˇinska srednja vrijednost ± SEM.
Zadnji red legende su p vrijednost t-testova na jednakost dvaju uzoraka. br,bg,rg=p
vrijednosti testova usporedbe izmedu plave i crvene, plave i zelene, crvene i zelene
skupine. b) Prikaz srednjih vrijednosti ± SEM za sve tri skupine uzoraka. Crvenom
bojom prikazani su rezultati dobiveni prvo racˇunanjem tezˇinske srednje vrijednosti
stanice pa potom racˇunanja ukupne srednje vrijednosti. Plavom bojom oznacˇeni su
rezultati dobiveni tezˇinskim usrednjavanjem svezˇnjeva iz svih stanica.
Obzirom na slicˇan iznos efekta u dvije razlicˇite stanicˇne populacije, zakljucˇujemo da
kiralnost diobenog vretena postoji i da nije svojstvena samo jednoj stanicˇnoj vrsti.
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3 Perturbacija heliciteta u diobenom vretenu mijenja-
njem aktivnosti motornog proteina kinezina 5
U uvodu je opisano na koje nacˇine motorni proteini mogu interagirati s mikrotu-
bulima i djelovati silama na njih. U ovom slucˇaju, motorni protein koji vjerojatno
sudjeluje u generiranju heliciteta svezˇnjeva jest Eg5 (kinezin 5). Razlog ciljanja ovog
motora jest sˇto je pokazano da on hoda po povrsˇini mikrotubula na nacˇin da pre-
ferira gibanje ulijevo [19] pa bi stoga mogao sudjelovati u uvijanju svezˇnjeva mi-
krotubula. Stoga, s ciljem istrazˇivanja mehanizma zakretanja svezˇnjeva mikrotubula
diobenog vretena, smanjujemo aktivnost tog motora i promatramo promjene u za-
kretanju svezˇnjeva.
3.1 Tretiranje stanica STLC-em
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Slika 3.8: Utjecaj STLC-a na oblik svezˇnjeva. Tlocrti isprac´enih tocˇki stanice prije
(lijevo) i 5 minuta nakon (desno) dodavanja STLC-a.
Prva perturbacija napravljena je dodavanjem suspstance zvane STLC koja uzrokuje
odvajanje kinezina 5 od mikrotubula. Mjeren je helicitet prije tretmana te 5 i 10
minuta nakon tretmana. Kod stanica koje su prije pokazivale postojanje heliciteta
vidljivo je njegovo smanjenje vec´ nakon 5 minuta (Slika 3.8, Slika 3.9a lijevo). 10
minuta nakon tretmana nema znacˇajne promjene u odnosu na 5 minuta nakon tret-
mana. Ocˇekivano, stanice koje su prije tretmana imale helicitet blizu 0 ostale su na
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toj vrijednosti. U grupi prije dodavanja STLC-a vidimo razliku u standardnim po-
gresˇkama i srednjim vrijednostima koja se smanjuje nakon tretmana sˇto je uz pomak
srednje vrijednosti prema nuli dodatna potvrda smanjujuc´eg ucˇinka STLC-a na heli-
citet (Slika 3.9a desno). Usporedivanje grafova kutnog pomaka takoder upuc´uje na
smanjenje srednje vrijednosti heliciteta vidljivo u izravnanju usrednjene linije nakon
tretmana STLC-em (Slika 3.9b).
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Slika 3.9: Rezultati analize nakon tretmana zˇivih HeLa stanica STLC-em. a)
Lijevo: Tezinske srednje vrijednosti heliciteta stanica ± SEM prije te 5 i 10 minuta
nakon dodavanja STLC-a. Desno: Prikaz srednjih vrijednosti ± SEM za sve tri sku-
pine uzoraka s lijevog grafa. Crvenom bojom prikazani su rezultati dobiveni prvo
racˇunanjem tezˇinske srednje vrijednosti stanice pa potom racˇunanja ukupne srednje
vrijednosti. Plavom bojom oznaceni su rezultati dobiveni tezˇinskim usrednjavanjem
svezˇnjeva iz svih stanica. b) Grafovi kutnog pomaka obzirom na promjenu visine za
sve tri grupe iz grafova pod a). Nc = broj stanica, Nb = broj svezˇnjeva.
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Slika 3.10: Usporedba histograma prije i nakon tretmana zˇivih HeLa stanica
STLC-em. Nc = broj stanica, Nb = broj svezˇnjeva, p=p vrijednost t-testa uz nul-
hipotezu da je srednja vrijednost 0, zadnji brojevi su rezultat u zapisu tezˇinska sred-
nja vrijednost ± SEM. Zadnji red legende su p vrijednost t-testova na jednakost dvaju
uzoraka. br,bg,rg=p vrijednosti testova usporedbe izmedu plave i crvene, plave i ze-
lene, crvene i zelene skupine.
Usporedivanjem histograma prije i nakon tretmana STLC-em, vec´ na prvi pogled vi-
dimo pomak srednjih vrijednosti prema nuli nakon tretmana (Slika 3.10). Ovaj utisak
potvrden je i p vrijednostima t-testova koji usporeduju srednje vrijednosti uzoraka s
nulom iz kojih zakljucˇujemo kako za skupinu prije tretmana mozˇemo odbaciti hi-
potezu da je srednja vrijednost nula na razini znacˇajnosti od 5%, dok za skupine
nakon tretmana ne mozˇemo. T-testovi usporedbi grupa takoder ukazuju slicˇnost
izmedu grupa 5 i 10 minuta nakon tretmana te razliku u odnosu na grupu prije
tretmana. Razlog zasˇto je p vrijednost testa usporedbe grupe prije s grupom 5 min
nakon tretman razlicˇita od p vrijednosti testa usporedbe grupe prije s grupom 10
min nakon tretmana uz prakticˇki identicˇne srednje vrijednosti i standardne pogresˇke
u obje grupe lezˇi u manjem broju uzoraka u grupi 10 min nakon tretmana. No, uz-
memo li u obzir da su srednje vrijednosti i distribucije histograma gotovo identicˇne
i 5 min i 10 min nakon tretmana, razumno je pretpostaviti da bi se i p vrijednosti
usporednih testova izjednacˇile izjednacˇavanjem broja uzoraka u skupinama.
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Slika 3.11: Usporedba rezltata prije i nakon tretmana zˇivih U2OS stanica STLC-
em. a) Prikaz srednjih vrijednosti ± SEM za sve tri skupine uzoraka s lijevog grafa.
Crvenom bojom prikazani su rezultati dobiveni prvo racˇunanjem tezˇinske srednje
vrijednosti stanice pa potom racˇunanja ukupne srednje vrijednosti. Plavom bojom
oznacˇeni su rezultati dobiveni tezˇinskim usrednjavanjem svezˇnjeva iz svih stanica.
b) Grafovi kutnog pomaka obzirom na promjenu visine za obje grupe iz grafova pod
a). Nc = broj stanica, Nb = broj svezˇnjeva.
Isti tretman primijenjen je i na zˇive tubulinom oznacˇene U2OS stanice. Buduc´i ovdje
nismo proucˇavali iste stanice prije i nakon dodavanja STLC-a, prvu grupu cˇine sve
kvantificirane netretirane stanice (ista skupina kao i U2OS skupina sa slike 2.7). Na-
kon dodavanja STLC-a vidimo kao i ranije pomak srednjih vrijednosti prema nuli kao
i izjednacˇavanje standardnih pogresˇki dviju metoda racˇunanja srednjih vrijednosti.
(Slika 3.11a). Isti efekt vidljiv je i na grafovima kutnog pomaka (Slika 3.11b).
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Slika 3.12: Usporedba histograma prije i nakon tretmana zˇivih U2OS stanica
STLC-em. Nc = broj stanica, Nb = broj svezˇnjeva, p=p vrijednost t-testa uz nul-
hipotezu da je srednja vrijednost 0, zadnji brojevi su rezultat u zapisu tezˇinska sred-
nja vrijednost ± SEM. Zadnji red legende su p vrijednost t-testova na jednakost dvaju
uzoraka. br,bg,rg=p vrijednosti testova usporedbe izmedu plave i crvene, plave i ze-
lene, crvene i zelene skupine.
Kao i ranije, t-testovi potvrduju da je skupina prije tretmana srednjeg heliciteta
razlicˇitog od 0, dok kod skupine s dodanim STLC-em jako velika p vrijednost ne
dozvoljava odbacivanje nul-hipoteze (Slika 3.12). Zakljucˇujemo kako su rezultati
konzistentni s rezultatima za HeLa stanice.
3.2 Tretiranje stanica FCPT-om
Nakon primjenjivanja STLC-a kako bismo odlijepili kinezin 5 od mikrotubula, pra-
vimo drugacˇiji pristup i tretiramo vretena supstancom zvanom FCPT koja fiksira
polozˇaj kinezina 5 na mikrotubulu. Kod obje vrste stanica vidimo smanjenje iz-
nosa heliciteta, uz poprilicˇno povec´anje standardne pogresˇke, pogotovo kod nacˇina
racˇunanja u kojemu su prvo usrednjavane pojedinacˇne stanice (Slika 3.13a). Isto
povec´anje vidi se josˇ zornije i u grafovima kutnog pomaka u kojima je uocˇljivo sˇirenje
distribucije svezˇnjeva.
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Slika 3.13: Usporedba rezultata prije i nakon tretmana zˇivih HeLa i U2OS sta-
nica FCPT-om. a) Prikaz srednjih vrijednosti ± SEM za HeLa (lijevo) i U2OS (desno)
skupinu. Crvenom bojom prikazani su rezultati dobiveni prvo racˇunanjem tezˇinske
srednje vrijednosti stanice pa potom racˇunanja ukupne srednje vrijednosti. Plavom
bojom oznacˇeni su rezultati dobiveni tezˇinskim usrednjavanjem svezˇnjeva iz svih sta-
nica. b) Grafovi kutnog pomaka obzirom na promjenu visine za obje grupe iz grafova
pod a). Nc = broj stanica, Nb = broj svezˇnjeva.
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Ovo smanjenje je stoga viˇse posljedica neuredenosti koju ova susptanca stvara u sus-
tavu, nego nekog usmjerenog pomaka prema manjem helicitetu kao sˇto smo vidjeli
kod tretmana STLC-em. Iste zakljucˇke mozˇemo izvuc´i i iz histograma heliciteta i p
vrijednosti napravljenih testova (Slika 3.14).
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Slika 3.14: Usporedba histograma prije i nakon tretmana zˇivih HeLa i U2OS
stanica FCPT-om. Nc = broj stanica, Nb = broj svezˇnjeva, p=p vrijednost t-testa uz
nul-hipotezu da je srednja vrijednost 0, zadnji brojevi su rezultat u zapisu tezˇinska
srednja vrijednost ± SEM. Zadnji red legende su p vrijednost t-testova na jednakost
dvaju uzoraka. br,bg,rg=p vrijednosti testova usporedbe izmedu plave i crvene, plave
i zelene, crvene i zelene skupine.
Perturbacija FCPT-om imala je vidljiv ucˇinak i u horizontalnim vretenima (Slika 3.15).
Vanjski mikorotubuli postali su ravni i cijelo vreteno poprimilo je oblik dijamanta. Uz
ovakvu promjenu na horizontalnim vretenima, uz srednju vrijednost heliciteta blizˇu
nuli, ocˇekivali bismo i uzˇu raspodjelu oko te vrijednosti. Moguc´i razlog zasˇto ov-
dje vidimo vec´e devijacije oko srednje vrijednosti je osjetljivost odgovora stanice na
dodavanje FCPT-a ovisno o stanicˇnoj fazi. Inacˇe se za identifikaciju stanicˇne faze
sluzˇimo promatranjem polozˇaja kinetohora, no FCPT djeluje na nacˇin da rasˇtrka ki-
netohore pa se zamagljuje informacija o fazi. Nacˇin za uklanjanje ove pogresˇke bio
bi pravljenje studije kao kod STLC tretmana, gdje su promatrane iste stanice prije i
nakon dodavanja supstance. Tako bismo mogli identificirati stanicˇnu fazu prije per-
turbacije i onda biti sigurni da promatramo sˇto zˇelimo.
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Slika 3.15: Horizontalno U2OS vreteno tretirano FCPT-om. Zelenom bojom
oznacˇen je signal tubulina, a ljubicˇastom signal kinetohora. Bijelim tocˇkama is-
prac´eni su karakteristicˇni oblici.
3.3 Overekspresija kinezina 5
Za kraj, napravljena je i overkspresija kinezina 5, tj. povec´an je broj tih motora
u vretenu bez zadiranja u njihovu funkcionalnost. Ova perturbacija rezultirala je
izduzˇenim vretenima koja cijela poprimaju oblik slova S pa stoga sada cˇak i vanjski
mikrotubuli imaju S-oblik (Slika 3.16).
Slika 3.16: Horizontalno U2OS vreteno s overeksprimiranim kinezinom 5 Ze-
lenom bojom oznacˇen je signal tubulina, a ljubicˇastom signal kinetohora. Bijelim
tocˇkama isprac´eni su karakteristicˇni oblici.
Nijedno ovakvo vertikalno vreteno nije uocˇeno, no sudec´i po obliku horizontalnog
vretena, efekt bi trebao biti povec´anje srednjeg heliciteta, sˇto je suprotno djelovanju
STLC-a i FCPT-a. Uz pretpostavku da je kinezin 5 jedan od kljucˇnih cˇimbenika za
stvaranje heliciteta, ovo je i intuitivan rezultat, jer smo STLC-em i FCPT-om smanjili
aktivnost tog motora, dok ju overekspresija povec´ava.
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3.4 Kontrola
Kako bismo bili sigurni da gore navedeni tretmani stvarno prave razliku u odnosu
na normalno ponasˇanje vretena, analizirana je i kontrolna skupina PRC1 obiljezˇenih
HeLa stanica u tri vremena razmaknuta 5 minuta (Slika 3.17a). Vidimo vrlo razlicˇito
ponasˇanje u odnosu na sliku 3.9a. Umjesto da helicitet ide u nulu nakon 5 i 10
minuta, sada se helicitet mijenja puno manje u odnosu na pocˇetnu vrijednost i to ne
nuzˇno u istom smjeru.
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Slika 3.17: Rezultati analize kontrolne skupine zˇivih HeLa stanica. a) Lijevo:
Tezinske srednje vrijednosti heliciteta stanica ± SEM prije te nakon 5 i 10 minuta.
Desno: Prikaz srednjih vrijednosti ± SEM za sve tri skupine uzoraka s lijevog grafa.
Crvenom bojom prikazani su rezultati dobiveni prvo racˇunanjem tezinske srednje
vrijednosti stanice pa potom racunanja ukupne srednje vrijednosti. Plavom bojom
oznaceni su rezultati dobiveni tezˇinskim usrednjavanjem svezˇnjeva iz svih stanica.
b) Grafovi kutnog pomaka obzirom na promjenu visine za sve tri grupe iz grafova
pod a). Nc = broj stanica, Nb = broj svezˇnjeva
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Trend opstanka heliciteta prolaskom vremena vidi se i u grafovima promjene kuta.
Za razliku od STLC slucˇaja (Slika 3.9b), sada u sva tri vremena vidimo da usred-
njena linija pokazuje negativan nagib. Odredene razlike u srednjim helicitetima s
prolaskom vremena treba ocˇekivati i zbog stvarne promjene vretena, ali josˇ viˇse zbog
rotacije cjelokupnog vretena. Naime, kako vrijeme prolazi, vreteno izlazi iz pocˇetnog
vertikalnog polozˇaja te tako otezˇava prac´enje svezˇnjeva sˇto cˇesto rezultira blagim
promjenama u srednjem helicitetu.
Zakljucˇujemo kako tezˇnja srednjeg heliciteta u 0 stupnjeva/µm nije pojava koja se ne-
prisilno dogada u stanici, vec´ je rezultat smanjenja aktivnosti kinezina 5 dodavanjem
STLC-a i FCPT-a u stanicu.
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4 Teorijski model
Cilj ovog modela [20] je reproducirati oblike mikrotubula videne u eksperimentu i
tako odrediti sile i momente sila potrebne za njihov nastanak. Jedan svezˇanj u mo-
delu je opisan kao homogeni sˇtap duljine L na cˇijem jednom kraju (ovdje odabran
lijevi kraj) djeluju proizvoljna sila (F0) i moment sile (M0). Sila i moment sile na
drugom kraju odredeni su uvjetom staticˇke ravnotezˇe. Sˇtap je opisan duljinom kon-
ture s do promatrane tocˇke na sˇtapu, vektorom udaljenosti od promatrane tocˇke na
sˇtapu do ruba r, tangencijalnim vektorom t, kutem uvijanja poprecˇnog presjeka φ te
krutosˇc´u na savijanje i uvijanje κ i τ (Slika 4.18a). Jednadzˇba koju rjesˇavamo naziva
se Kirchoffova staticˇka jednadzˇba [21]:
κ
(
t(s)× dt(s)
ds
)
+ Ctwt(s) = r(s)× F0 −M0, (4.1)
gdje je Ctw = τ dφds i ima dimenziju momenta sile. Uvjet staticˇke ravnotezˇe nalazˇe:
Mr = L× F0 −M0, Fr = −F0 (4.2)
gdje su Mr, Fr moment sile i sila na desnom kraju sˇtapa. Raspisivanjem 4.1 u Karte-
zijevim koordinatama, dobivamo
κy′(s)z′′(s)− κz′(s)y′′(s) + Ctwx′(s) = −F0zy(s) + F0yz(s)−M0x (4.3a)
κz′(s)x′′(s)− κx′(s)z′′(s) + Ctwy′(s) = −F0xz(s) + F0zx(s)−M0y (4.3b)
κx′(s)y′′(s)− κy′(s)x′′(s) + Ctwz′(s) = −F0xy(s) + F0yx(s)−M0z, (4.3c)
s tim da ′ oznacˇava derivaciju obzirom na konturnu duljinu s. Rjesˇenja ove jednadzˇbe
za oblike s proizvoljno velikim nagibima kontura postoje [22], ali su jako komplici-
rana pa je tesˇko stec´i uvid u ponasˇanje oblika mijenjanjem ulaznih parametara. Kako
bismo dosˇli do intuitivnijih rjesˇenja, pravimo aproksimaciju malih kuteva. Drugim
rijecˇima, ogranicˇavamo se na male promjene oblika obzirom na smjer u kojem je sˇtap
polozˇen (ovdje x smjer pa uvjetujemo ds
dx
≈ 1). Primjenom navedene aproksimacije,
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gornji sustav jednadzˇbi znacˇajno se pojednostavljuje:
Ctw = −M0x (4.4a)
−κz′′(x) + Ctwy′(x) = F0xz(x)− F0zx−M0y (4.4b)
κy′′(x) + Ctwz′(x) = −F0xy(x) + F0yx−M0z. (4.4c)
Redefiniranjem koordinatnog sustava tako da smjer yz projekcije momenta sile M0
proglasimo novim z smjerom, komponenta M0y nestaje pa M0z mozˇemo zvati savi-
jajuc´im, a M0x uvijajuc´im momentom sile. Vazˇno je napomenuti da postojanje uvi-
jajuc´eg momenta sile M0x nije jedini nacˇin dobivanja vanravninskih oblika, vec´ oni
mogu nastati i uz iˇscˇezavajuc´i uvijajuc´i moment sile, uz postojanje savijajuc´ih mome-
nata na krajevima sˇtapa koji ne lezˇe na paralelnim osima. Sada analiticˇka rjesˇenja
mozˇemo zapisati u obliku:
y(x) = A1 sin
(ω1x+ φ1
2
)
cos
(ω2x+ φ2
2
)
+A2 cos
(ω1x+ φ1
2
)
sin
(ω2x+ φ2
2
)
− M0z
F0x
− F0yx
F0x
(4.5a)
z(x) = A1 sin
(ω1x+ φ1
2
)
sin
(ω2x+ φ2
2
)
−A2 cos
(ω1x+ φ1
2
)
cos
(ω2x+ φ2
2
)
− M0xF0y
F 20x
,
(4.5b)
uz
ω1 =
√
M20x + 4κF0x
κ
(4.6a)
ω2 = −M0x
κ
. (4.6b)
Ako znamo F0x,M0z,M0x, L i κ, mozˇemo odrediti rjesˇenja uz sljedec´e rubne uvjete:
r(0) = 0 (4.7a)
r(L) = Lxˆ. (4.7b)
Poucˇno je naglasiti par specijalnih slucˇajeva. Na primjer, za iˇscˇezavajuc´i moment uvi-
janja (M0x) i paralelne momente savijanja istog iznosa (M0z), dobivamo ravninski S
oblik (Slika 4.18c). Ovo se lijepo vidi iz dobivenih rjesˇenja 4.5a i 4.5b jer u navednom
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slucˇaju ω2, A2, φ2 → 0, pa rjesˇenja postaju ravninska:
y(x) = A1 sin
(ω1x+ φ1
2
)
− M0z
F0x
− F0yx
F0x
(4.8a)
z(x) = 0, (4.8b)
uz
F0y =
2M0z
L
, F0z = 0 (4.9)
odredene zahtjevom ravnotezˇe sila. U analognom slucˇaju, samo uz antiparalelne
momente uvijanja, dobili bismo ravninski C oblik (Slika 4.18b). Najopc´enitiji oblik
odgovara stisnutom heliksu (Slika 4.18d).
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Slika 4.18: Teorijski model. a) Shema parametara modela. b), c), d) 3D prikaz
ravninskog C oblika, ravninskog S oblika i opc´enitog oblika dobivenog mjesˇavinom
ulaznih parametara te projekcija tih oblika na tri ravnine definirane koordinatnim
sustavom sa gornje sheme. Iz [20].
Zakljucˇujemo kako model mozˇe objasniti i ravninske i vanravninske oblike svezˇnjeva
kombiniranjem sila i momenata sila na krajevima svezˇnja. Bitno je naglasiti kako
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se vanravninski oblici ne mogu dobiti bez djelovanja momenata sila na rubovima.
Uz rezultate perturbacije motornog proteina kinezina 5, namec´e se zakljucˇak kako
upravo motorni proteini stvaraju uvijajuc´e momente u svezˇnjevima.
5 Zakljucˇak
Diobeno vreteno je stanicˇna struktura cˇiji je zadatak ravnomjerno raspodijeliti genet-
ski materijal u stanicˇnoj diobi. Kako bismo ga bolje razumjeli, proucˇavamo mu oblik
i iz njega ucˇimo o mehanizmu kojim su ti oblici nastali. Koriˇstenjem STED superrezo-
lucijske mikroskopije, uz standardne udzˇbenicˇke C oblike svezˇnjeva, u horizontalnim
vretenima primijec´eni su i svezˇnjevi koji oblikom podsjec´aju na slovo S. Kako bismo
dodatno istrazˇili uocˇene oblike, promatrana su vertikalna vretena koriˇstenjem stan-
dardne konfokalne mikroskopije. Proucˇavane su tri skupine ljudskih stanica. HeLa
stanice fiksirane u metafazi te zˇive HeLa i U2OS stanice. U HeLa stanicama bio je
fluorescentno obiljezˇen PRC1 protein prisutan kod antiparalelnih svezˇnjeva. U U2OS
stanicama obiljezˇen je bio tubulin - osnovna gradivna jedinica mikrotubula. U sve
tri skupine primijec´ena je kiralnost mjerenjem srednjeg heliciteta svezˇnjeva mikro-
tubula diobenog vretena. Za zˇive stanice srednji helicitet iznosio je -1 stupanj/µm,
dok je kod fiksiranih stanica bio dvostruko vec´i. Buduc´i je efekt primijec´en u dvije
razlicˇite stanicˇne vrste i istog je iznosa, zakljucˇujemo kako postoji te nije specificˇnost
jedne stanicˇne vrste ili nuspojava obiljezˇavanja nekog proteina. Iako je kod fiksira-
nih stanica efekt ostao istog smjera, dvostruko vec´i iznos ukazuje da proces fiksacije
povec´ava zakretanje svezˇnjeva u vretenu.
Buduc´i je poznato da motorni proteini mogu djelovati silama na mikrotubule, kako
bismo saznali viˇse o mehanizmu nastanka heliciteta svezˇnjeva, perturbiran je mo-
torni protein kinezin 5 (Eg5). Razlog odabira basˇ ovog motornog proteina jest sˇto je
pokazano da pri usmjerenom hodanju po povrsˇini mikrotubula taj motor kruzˇi oko
njegove osi [19]. Izvrsˇene su tri manipulacije aktivnosti kinezina 5. Vreteno je prvo
tretirano STLC-em, supstancom koja odljepljuje kinezin 5 s mikrotubula. Analizom
je utvrdeno pomicanje srednje vrijednosti heliciteta prema nuli. Potom je aktivnost
kinezina 5 smanjena FCPT supstancom koja lijepi kinezin 5 za mikrotubul ne dozvo-
ljavajuc´i mu daljnje pomicanje. Ovdje je takoder uocˇeno smanjenje srednjeg helici-
teta. Razlika u odnosu na STLC skupinu je povec´anje varijacije u srednjim helicite-
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tima zasebnih stanica kao i povec´anje varijacije heliciteta svezˇnjeva unutar stanica .
Obzirom na ta opazˇanja, izgleda da je smanjenje heliciteta nakon tretmana vretena
FCPT-om viˇse posljedica neuredenosti koju ova supstanca stvara u vretenima. Za kraj
je uvec´ana aktivnost kinezina 5 povec´anjem broja tih motora (overekspresijom) bez
zadiranja u njihovu funkcionalnost. Ovaj tretman imao je vidljive posljedice na iz-
gled horizontalnih vretena koja su cijela pomprimila S oblik. Nazˇalost, nisu se mogla
pronac´i tako izduzˇena i zavijena vertikalna vretena, no sudec´i po obliku videnom u
horizontalnom polozˇaju vretena, ocˇekivali bismo povec´anje srednjeg heliciteta. Uz
pretpostavku da je kinezin 5 jedan od kljucˇnih cˇimbenika za stvaranje heliciteta, ovo
je i intuitivan rezultat jer STLC i FCPT smanjuju aktivnost tog motora, a overekspre-
sija ju povec´ava.
Izveden je i teorijski model s ciljem razumijevanja mehanicˇkih cˇimbenika potreb-
nih za nastanak eksperimentalno opazˇenih oblika. Svezˇanj mikrotubula u modelu
je predstavljen kao homogen elasticˇan sˇtap na cˇijem kraju djeluju proizvoljna sila i
moment sile. Zakljucˇak modela je kako se uocˇeni oblici mogu dobiti samo uz posto-
janje momenata sila. Uzme li se u obzir da smo uspijevali mijenjati srednji helicitet
perturbiranjem aktivnosti kinezina 5, namec´e se zakljucˇak kako su upravo motorni
proteini odgovorni za stvaranje momenata sila u svezˇnjevima mikrotubula diobenog
vretena.
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Dodaci
Dodatak A Diskusija gresˇke metode
Slika A.1: Model diobenog vretena za analizu gresˇke. Lijevo: tlocrt. Desno: bocˇni
pogled.
U ovom dodatku proucˇit c´emo koliku gresˇku daje nasˇa metoda obzirom na kvalitetu
procjene polozˇaja polova. U ovu svrhu napravljen je model potpuno simetricˇnog vre-
tena cˇiji su svezˇnjevi potpuno ravninski, tj. nemaju helicitet (Slika A.1 lijevo). Kako
bismo uzeli u obzir da svezˇnjevi nisu prac´eni svi u istom intervalu visine, pocˇetna i
konacˇna visina prac´enja su odredeni nasumicˇno unutar zadanog intervala. Podrucˇje
oko polova je ostavljeno nedostupno jer ga kod PRC1 obiljezˇenih stanica jako slabo
vidimo, a kod tubulinom obiljezˇenih stanica je signal pregust pa se ne mogu razliko-
vati individualni svezˇnjevi (Slika A.1 desno).
Nakon konstruiranja modela, na njemu je pravljena analiza heliciteta svezˇnjeva za
razlicˇite kombinacije procjene polova. Ocˇekivano, zbog simetricˇnosti vretena, sred-
nje vrijednosti su ostale jako bliske nuli cˇak i za najvec´e pogresˇke (Slika A.2a). Ono
sˇto se mijenja pri pomicanju procijenjenih polozˇaja polova jest standardna devijacija
svezˇnjeva oko te vrijednosti (Slika A.2b). Ako se prisjetimo da smo pri procjeni gresˇke
zbog krivog postavljanja polova koristili kruzˇnicu radijusa 0.8 µm, vidimo da bismo
za tu vrijednost uz potpuno simetricˇno vreteno dobili standardnu devijaciju od otpri-
like 1.3 stupnja/µm. Ove ogranicˇenja metode treba imati na umu pri promatranju
distribucije podataka u pokazanim histogramima.
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Slika A.2: Rezultati analize modela vretena za razlicˇite kombinacije polozˇaja
polova. a) Srednje vrijednosti. Lijevo: 3D prikaz, desno: graf srednjih vrijednosti
u ovisnosti o udaljenosti polova. b) Standardne devijacije (SD). Lijevo: 3D prikaz,
desno: graf standardnih devijacija u ovisnosti o udaljenosti polova
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